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論　　文　　の　　要　　旨
　本研究は，キシラン分解酵素系のヱつであるα一グルクロニダーゼについて，同酵素を生産する微生物を探索し，
同酵素を精製し，同酵素の基質特異性をはじめとする性質を明らかにすることを目的としている。
　キシランは，植物細胞壁を構成するヘミセルロースの構成成分で，農産廃棄物（稲わら，麦わら，トウモロコ
シ穂軸，サトウキビ搾汁残さなど）に多く含まれている。これらの農産廃棄物は，その多くが未利用なバイオマ
ス資源として，燃料化や糖化，アルコール生産の目的で有効な利用法の開発研究が行われている。
　キシランは，β一ユ，4一結合したキシロースのポリマーであり，L一アラビノースや，D一グルクロン酸，4－O一メチ
ルーD一グルクロン酸の倒鎖を育している。キシランを酵素法により完全に加水分解するには，β一キシラナーゼ，
β一キシロシダーゼ，α一レアラビノフラノシダーゼ，α一グルクロニダーゼなどの酵素が必要となる。これらの
酵素の申でα一グルクロニダーゼについては，他の酵素に比べて報告が少なく，墓質特異性についてもほとんど
知見がない。そこで，同酵素の基質特異性の解明を主な目的として研究を進めた。
　まずはじめに，α一グルクロニダーゼの基質特異性を明らかにするために必要なα一D一グルクロノシルーD一キシ
ロース（GA－2X，GA－3X，GA4X）を3種類合成した。適切な保護基を導入したグルクロン酸ドナーとキシロー
スアクセプターを用いてグルコシル化反応を行った。グルコシル化反応は種々検討した結果，イミデート法が選
択性と収率の点で最も優れていた。
　次に木材腐朽菌の担子菌70種からα一グルクロニダーゼ生産菌を選抜した。選抜の方法としては，2－O一α一D一
グルクロシノルーD一キシロース（GA－2X）とクーニトロフェニルα一D一グルクロシノルーD一グルクロニド（PNP－GA）
の2種類の基質を用いて検討した。その結果，数種の担子菌はGA－2Xを分解する酵素を生産したが，PNP－GA
を分解する菌株は見つからなかった。また，先に化学合成したGA－X位置異性体を基質として担子菌の生産す
る酵素について基質特異性を検討した。対照としてλ∫卿g伽M敏γ5－16の酵素を用いたところ，λ．肌伽γの酵
素は、GA－2Xのみを加水分解するのに対して，担子菌の生産する酵素は3種類の基質をすべて分解した。この
ことから，λ．？τ敏γのα一グルクロニダーゼは厳密な基質特異性を持つが，担子菌の酵素は広い特異性を持つこ
とが示唆された。しかし担子菌のα一グルクロニダーゼは，4℃中性条件下で保存しても活性の低下が著しく，
精製して性質を調べるまでに至らなかった。
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　一方，市販の軟体動物の中腸腺アセトンパウダー（アワビ，かさ貝，カタツムリ）についてPNP－GA分解活
性について調べた。その結果，いずれにもPNP－GAを加水分解する酵素（PNP－GAase）が含まれていることが
わかった。そこで高い活性を含むカタツムリのものについて精製を行い性質を検討した。種々のクロマトグラ
フィーにより，PNP－GAaseを電気泳動的に単一になるまで精製した。精製酵素の分子量はゲル濾過では180，OOO，
SDS－PAGEで97，OOO，等電点は618であった。酵素活性の至適はpH3．O，至適温度は50℃であり，また頑3－7，50℃
以下で安定であった。本酵素の活性はHg2＋，PCMB，SDS，NBSで強く阻害された。本酵素は，PNP－GAだけで
なく，GA－2X，GA－3X，GA－4X，　α一D－91ucuronosy1一α一91ucuronide（GA），benzy14－O一α二D－91ucuronosy卜β
一D－g1㏄osideも加水分解した。いくつかのα一グルクロニドについて加水分解速度を比較したところ，PNP－GA
＞＞GA－2X＞MeGA－2X二GA－GAの順に加水分解した。
　以上の結果からα一グルクロニダーゼは次の3種類に分類されるものと結論した。
　a）λ．〃｛gθγのように，GA－2Xのみを加水分解する酵素。
　b）担子菌のように，GA－Xを加水分解するが，PNP－GAは加水分解しないもの。
　c）カタッムリのように，PNP－GAと，その他のα一グルクロニドも加水分解するもの。
　このように，本研究では化学合成した基質を用いてα一グルクロニダーゼの墓質特異性を詳細に検討すること
により，新規な酵素を発見し，酵素化学的諸性質を明らかにすることができた。
審　　査　　の　　要　　旨
　α一グルクロニド結合はグルクロノキシランとして木材やイネ科植物などに普遍的に存在している。従って，
その結合を加水分解する微生物・酵素（α一グルクロニダーゼ）も自然界に普遍的に存在しているものと予想さ
れる。しかし，これ迄に知られている酵素は数少なくヨまた精製酵素の性質，特に基質特異性についても不明な
点が多く，糖質関連酵素の中でも，同酵素の研究レベルは全体的に低い。これは発見された酵素が数少ないこと，
酵素の精製が難儀であること，基質特異性の解明に必要な種々のオリゴ糖の調製が困難であることなどに起因し
ている。このような現状から，著者は種々の新しい基質を化学合成した。次に異なった起源から数種の酵素を発
見し，それらを精製して取得し，精製酵素の諾一性質と基質特異性を明らかにする研究を行い，多くの新しい事実
を提示した。著者の研究における新一規な成果は以下の通りである。
　1）酸性糖の合成は困難であるが，著者は新しい方法を考案し，種々の位置異性体の合成を実現した。
　2）α一グルクロニダーゼは糸状菌，担子菌，軟体動物などに普遍的に存在することを発見し，また酵素の精製
と諸性質を明らかにした。
　3）自己の合成した基質を使って酵素の基質特異性の分類を可能にした。一方，著者は国際酵素委員会に，α一
グルクロニダーゼに対して酵素番号の付設を申請している。
　上記の結果，著者が開発した糖質の合成は，今後のα一グルクロニダーゼの研究と糖質化学の発展に責献し，
一方，酵素の発見と特異性の解明を行った研究は，糖質関連酵素化学の発展に寄与した点で高く評価できる。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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